昆虫 学 报 Aca Entemologica Sinica» December 2004, 47(6): 738 - 743 ISSN 0454-6296 
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摘要 : 应 用 Wolbachia 的 wp 基因 特异 引物 ,通过 PCR 扩 增 法 对 我 国 朱砂 叶 螨 Tetranychus cinnabarinus? 个 地 理 种 群 进行 了 检测 。 
在 采 自 黑龙 江 佳 木 斯 、 安 徽 安庆 江苏 镇 江 和 浙江 燕 溪 的 4 个 地 理 种 群 中 扩 增 出 了 596 bp 左右 的 Wolbachia 的 wp 基因 片段 ， 
而 在 河北 威 县 `、 山 东 滨州 和 湖北 亦 壁 3 个 地 理 种 群 中 未 发 现 这 个 Wolbachia 特征 基因 片段 ,表明 Wolbachia 在 我 国 朱砂 叶 旺 中 
的 侵 染 较为 普遍 。 通 过 对 我 国 朱 砂 叶 螨 体内 感染 的 Wolbachia 的 wsp 基因 序列 进行 系统 发 育 分 析 , 得 出 它们 全 部 与 了 大 组 的 
Ori 组 的 Wolbachia 株 十 分 相近 或 完全 相同 ,提示 它们 可 能 是 相近 或 相同 的 株 。 
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Sequencing and sequence analysis of the wsp gene of Wolbachia in Tetranychus 





cinnabarinus (Acari: Tetranychidae) 

MIAO Hui» HONG Xiao-Yue' > XIE Lin: XUE Xiao-Feng C Department of Entomology» Nanjing Agricultural University: 
Nanjing 210095. China) 

Abstract: Specific primers derived from the wsp gene sequence were used to amplify DNA of Wolbachia from seven 
populations of Tetranychus cinnabarinus in China by polymerase chain reaction (PCR). The wsp characteristic 596 bp 
products were observed after amplification of extracts from four geographical populations ( Jiamusi population of 
Heilongjiang Province: Anqing population of Anhui Province: Zhenjiang population of Jiangsu Province and Cixi 
population of Zhejiang Province) of T. cinnabarinus» but in other three populations C Weixian population of Hebei 
Province: Binzhou population of Shandong Province and Chibi population of Hubei Province) this gene was not found. 
The results showed that the infection of Wolbachia is widespread in T. cinnabarinus in China. By analyzing the wsp 
gene sequences of Wolbachia in T. cinnabarinus through constituting the phylogenetical tree» we found that they were 
similar to or completely identical with the wsp gene sequence of some strains of Ori group in B supergroup of Wolbachia » 
and this indicates that they may be the same strain of Wolbachia or at least they are closed-related sister strains. 
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Wolbachia 是 a 亚 门 的 Proteobacteria, X — 25 © 
母性 遗传 的 细胞 内 共生 细菌 ,能 感染 多 种 节肢 动物 
宿主 , 自然 界 中 约 16% 的 昆 忠 物种 受 其 感染 
(Werren: 1997)。 近 年 来 , Wolbachia 引起 广泛 关注 ， 
主要 是 由 于 这 类 细菌 能 够 引发 宿主 的 多 种 生殖 异常 
行为 , 如 它们 能 引起 孤 肉 生殖 和 雄性 的 上 肉 性 化 
(Werren: 1997), 以 及 改变 宿主 昆虫 的 早期 发 育 和 有 
丝 分 裂 过 程 等 CStouthamer et al.» 19942; 而 最 常见 的 
一 种 是 胞 质 不 融和 现象 (cytoplasmic incompatibility)» 


即 在 同一 物种 里 , 感染 Wolbachia 的 雄 虫 与 未 感染 
Wolbachia 的 肉 虫 交配 或 感染 不 同 株 系 Wolbachia 的 
上 肉 雄 个 体 交 配 ,往往 产生 不 亲 和 现 象 (O"Neill et al.» 
19902. 

过 去 的 几 年 里 ,国外 在 Wolbachia 细菌 的 作用 机 
理 、 种 群生 物 学 和 进化 方面 做 了 比较 多 的 研究 ,但 主 
要 集中 在 果 量 .蚊子 和 寄生 蜂 上 ; 国内 目前 在 灰 飞 乔 
Laodelphax striatellus AR ERX Culex pipiens 等 昆虫 
上 有 报道 ( 甘 波 谊 等 ,2002; 宋 社 吾 等 ,2002a,2002b)。 
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内 外 在 螨 上 的 此 类 研究 较 少 (Breeuwer and Jacobs: 
1996: Gomi et al.» 1997), 且 集 中 在 二 斑 叶 螨 
Tetranychus urticae Koch. 4188 PE WF ES T. kanzawai 
Kishida 上 ,对 其 他 害 螨 尚未 开展 研究 工作 。 分 子 生 
物 学 方法 的 应 用 极 大 地 促进 了 有 关 Wolbachia 的 研 
究 ,已 有 多 个 基因 序列 被 应 用 到 该 细菌 的 系统 发 育 
分 析 中 。 其 中 wsp 基因 是 目前 报道 的 Wolbachia 基 
因 中 进化 最 快 的 一 个 基因 ,并 建立 了 根据 其 序列 对 
各 个 Wolbachia 株 系 进行 PCR 分 类 检测 和 系统 发 育 
分 析 的 方法 ,通过 这 种 方法 将 节 歧 动物 体内 共生 的 
Wolbachia 分 为 A 和 B 2 大 组 Csupergroup) 以 及 大 组 
下 的 组 (group》 (Braig, 1998). 

AR RP ES Tetranychus cinnabarinus (Boisduval) 广 
泛 分 布 于 我 国 各 地 , 危害 棉花 、 蔬 菜 等 作物 , 是 农业 
生产 上 重要 的 害 螨 。 它 以 成 螨 、 若 螨 群 集 在 叶 背 面 
吸食 植物 汁液 , 并且 繁殖 力 强 、 世 代 周 期 短 、 活 动 范 
围 小 ,对 作物 可 造成 严重 危害 而 又 难以 防治 。 随 着 
抗 性 品系 的 出 现 , 其 抗 性 问题 甚至 比 其 他 农作物 害 
忠 更 为 严重 。 所 以 寻求 更 有 效 的 防治 策略 不 容 忽 
视 , 方 法 之 一 就 是 利用 昆虫 的 共生 菌 Wolbachia 诱导 
的 生殖 异常 行为 , 使 这 种 转基因 昆虫 在 自然 界 传播 
并 最 终 取代 自然界 昆虫 群体 (Beard et al . 19932. 

本 文 报道 了 Wolbachia 在 我 国 7 个 省 的 朱砂 叶 
螨 体内 的 感染 情况 , 并 对 其 wsp 基因 序列 进行 了 测 
定 , 通 过 与 已 知 的 叶 螨 科 中 的 其 他 叶 螨 的 Wolbachia 
的 wsp 基因 序列 对 比 ,确定 中 国 朱砂 叶 螨 体内 感染 
的 Wolbachia 的 进化 位 置 。 为 进一步 揭示 Wolbachia 
是 否 对 我 国 朱 砂 叶 螨 生殖 产生 影响 以 及 是 如 何 影响 
的 莫 定 了 基础 ,为 将 来 在 生物 防治 上 利用 Wolbachia 
作 一 些 理 论 性 探索 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 

朱砂 叶 螨 分 别 采 集 于 黑龙 江 省 佳木斯 市 .河北 
省 威 县 .山东 省 滨州 市 、 安 徽 省 安庆 市 .江苏 省 镇 江 
市 湖北 省 赤壁 市 和 浙江 省 慈溪 市 。 实 验 室内 用 隔 
水 法 在 开 豆 Phaseolus vulgaris 工 .叶片 上 进行 隔离 饲 
养 ,饲养 条 件 为 25 + 1C, 相 对 湿度 60%。 
1.2. 朱砂 叶 螨 总 DNA 的 提取 

在 显微镜 下 挑 取 新 鲜 单 头 肉 成 螨 置 于 装 有 25 
uL STE 缓冲 液 (100 mmol/L NaCl. 10 mmol/L Tris- 
HCl. 1 mmol/L EDTA; pH 8.028 1.5 mL 离心 管内 ， 
FHES HERBERT, FA EVIL 2 uL 和 蛋白酶 KOO mg/mL), 





以 上 过 程 要 在 冰 上 完成 。 然 后 将 离心 管 在 37%C 下 
抚育 30 min. 95% 初始 变性 5. min 简单 离心 后 ，- 
20% 保 存 或 取 2 uL 作为 PCR. 反应 的 模板 ,立即 进行 
PCR 扩 增 。 扩 增 方 法 参照 Gotoh 等 (2003)。 
1.3 朱砂 叶 螨 体内 Wolbachia 的 wsp 基因 片段 的 
PCR 扩 增 

使 用 1 对 特异 性 引物 , B: 5'-TGGTCCAATAA 
GTGATGAAGAAAC-3' 和 5'-AAAAATTAAACGCTACT 
CCA-3' CHong et al.,2002a, 2002b)。 扩 增 体积 为 25 
二 ;包括 2 uL DNA 模板 ,14.25 uL ddH;0,2.5 uL 10 
x buffer-2.5 uL MgCl C25 mmol/L), 1.5 uL dNTPs(10 
mmol/L. 上游 和 下 游 引物 (20 umol/L24&- 1 uL 以 及 
0.25 uL Tag DNA 聚合 酶 (5 UL). FHRA: 
95*C 30 s.527C. 30 s. 72/C. 1 min; 扩 增 40 个 循环 ;最 
后 72% 延伸 10 mine WAE PCR 产物 5 uL. 用 
1.0% 的 琼脂 糖 凝 胺 电泳 检测 (电压 60 V. 电泳 缓冲 
液 为 1 x TAE/TBE), Bio-Rad Gel Doe EQ 凝 胶 成 像 系 
统 下 观察 结果 。 阳 性 对 照 使 用 美国 (University of 
Rochester) Jack Werren 教授 赠送 的 感染 Wolbachia 的 
寄生 蜂 样本 。 空 白 对 照 用 水 。 
1.4 序列 测定 与 分 析 

采用 克隆 测序 方法 ,回收 后 的 PCR. 产物 通过 
pGEM-T Vector System( Promega) 与 pGEM-T 载体 连 
接 ,再 转化 到 感受 态 大 肠 杆 菌 中 , PC DH PE vu PE. 由 
大 连 TaKaRa 公司 测序 。 每 个 地 理 种 群 随机 抽取 3 
个 已 感染 Wolbachia 的 样本 进行 序列 测定 ,以 它们 的 
一 致 序列 为 准 。DNA 序列 检索 和 同 源 性 比较 利用 
BLAST 工具 CNCBI 网 站 )。 利 用 Clustal X 软件 对 所 
测 得 的 我 国 朱 砂 叶 螨 体内 感染 的 Wolbachia 的 wsp 
基因 序列 以 及 己 知 的 叶 螨 科 其 他 叶 螨 感染 的 
Wolbachia 的 wsp 基因 序列 进行 系统 发 育 分 析 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 朱砂 叶 螨 体内 Wolbachia 的 感染 情况 
从 每 个 地 理 种 群 中 随机 挑 取 40 头 肉 成 螨 进行 
PCR 扩 增 ,检测 结果 发 现 朱 砂 叶 螨 佳木斯 种 群 、 安 庆 
种 群 、 镇 江 种 群 和 蓄 溪 种 群 感染 了 Wolbachia» 而 在 
朱砂 叶 螨 威 县 种 群 、 滨 州 种 群 和 赤壁 种 群 中 没有 发 
现 Wolbachia 的 感染 ( 表 1)。 
2.2 朱砂 叶 螨 体内 Wolbachia 的 wsp 基因 序列 
根据 测序 结果 得 知 ,用 wsp 基因 的 特异 性 引物 ， 
从 所 检测 的 4 个 地 理 种 群 朱砂 叶 螨 体内 和 阳性 对 照 
中 扩 增 出 了 Wolbachia 的 wsp 基因 片段 , 其 长 度 为 
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506 bp 左右 ,而 从 另外 3 个 地 理 种 群 朱砂 叶 师 体内 
和 空白 对 照 (水 ) 中 未 扩 增 出 Wolbachia 的 特异 性 目 
的 片段 (图 1)。 


表 1 朱砂 时 螨 了 7 个 地 理 种 群 感染 Wolbachia 的 情况 
Table 1 The infections of Wolbachia in 
Tetranychus cinnabarinus populations 


地 理 种 群 ”测试 肉 成 螨 个 体 数 


Geographical Number of female — Wol* B ups 
population adults checked 

HL 40 16 40.0 

AH 40 10 25.0 

Js 40 6 15.0 

ZJ 40 6 15.0 

SD 40 0 0 

HB 40 0 0 
HEB 40 0 0 


HL: 佳木斯 种 群 Jiamusi population; AH: 安庆 种 群 Anging population: 
Js: 镇 江 种 群 Zhenjiang population: ZJ: #4 Bde Ef Cixi population: SD: 
TE MUR EE Binzhou population: HB: 蛮 壁 种 群 Chibi population: HEB: Ek 
县 种 群 Wei County population : F [F] The same below. Wol*: Wolbachia 
阳性 Wolbachia positive. 
2.3 朱砂 叶 螨 体内 Wolbachia 的 wsp 基因 序列 比 
较 与 同 源 性 分 析 

将 我 国 以 上 4 个 地 理 种 群 朱砂 叶 螨 体内 
Wolbachia 的 wsp 基因 序列 进行 比较 发 现 , 其 他 3 个 


地 理 种 群 与 佳木斯 种 群 相 比 , 安庆 种 群 第 114 和 443 


HEB SD 


HB AH JS 





处 碱 基 有 A 和 G 的 置换 ,第 412.445.505 和 527 处 
碱 基 有 T 和 fC 的 置换 ; 镇江 种 群 第 13 处 缺失 一 个 碱 
基 , 第 385 处 碱 基 有 A 和 G 的 置换 ,第 411 处 碱 基 有 
T 和 fC 的 置换 ,第 491 处 碱 基 有 T 和 A 的 颠 换 ; 慈溪 
种 群 第 13 处 缺失 一 个 碱 基 。 除 此 以 外 ,4 个 地 理 种 
群 中 测 得 的 Wolbachia 的 wsp 基因 序列 所 有 样本 间 
完全 一 致 (图 2)。 

利用 Clustal X 软件 对 我 们 所 测 得 的 以 及 已 知 的 
nri ELE fb nr disk I AI Wolbachia 的 wsp 基因 序列 
进行 同 源 性 分 析 得 到 系统 发 育 树 (图 3), 从 中 可 以 
看 出 它们 全 部 与 B 大 组 的 Ori 组 的 Wolbachia 株 十 
分 相近 或 完全 相同 ; 而 且 图 3 中 AB096237 和 
AB096238 为 时 螨 科 小 爪 螨 属 ,它们 体内 感染 的 
Wolbachia 属于 Epo 组 ; AB096235 和 AB096236 为 时 
螨 科 裂 爪 螨 属 ,它们 体内 感染 的 Wolbachia 属于 Con 
组 。 同 时 发 现 镇 江 种 群 与 慈溪 种 群 朱 础 时 螨 感 染 的 
Wolbachia 乡 关 系 最 近 , 都 接近 于 AJA37288 
C Tetranychus urticae, SE T TE [8 5, 与 佳木斯 种 群 和 
安庆 种 群 的 亲缘 关系 较 远 ,佳木斯 种 群 和 安庆 种 群 
Ak ub nr EEG OU Wolbachia 亲缘 关系 最 近 , 都 与 
AF404766( Tetranychus urticae ,采集 于 澳大利亚 ?感染 
的 Wolbachia 亲缘 关系 较 近 。 


—596 bp 


图 1 朱砂 叶 螨 7 个 地 理 种 赂 wsp 基因 片段 的 扩 增 
Fig. 1 Amplification of the wp gene fragment in seven geographical populations of Tetranychus cinnabarinus 
1. Æ AR EOK Negative control (water); 2. 阳性 对 照 (寄生 蜂 2Positive control (wasp): HL: 佳木斯 种 群 Jiamasi population; ZJ: 3&1 PE Cixi 
population: M: ATER Molecular weight marker: JS: 镇 江 种 群 Zhenjiang population: AH: 安庆 种 群 Anging population: HB: 亲 壁 种 群 Chibi 
population; SD: 访 州 种 群 Binzhou population; HEB: RE FP Ef Weixian population. 


3 讨论 


关于 昆虫 感染 Wolbachia 的 研究 报道 较 和 多。 如 
Weren 等 (1995) 报道 新 热带 地 区 昆虫 种 类 的 
Wolbachia E R 73 16.996; West 等 (1998) 报 道 抽 样 


昆虫 中 的 感染 率 为 21.796; Werren 和 WindsorC2000) 
报道 北美 地 区 昆虫 的 感染 率 为 19.390; Jiggins 等 
(200123838 Acraea 属 蝴蝶 种 类 的 感染 率 为 16.7%。 
作者 检测 了 中 国 7 个 地 理 种 群 的 朱 夏 叶 旺 ,结果 发 
现 Wolbachia 的 感染 率 为 57.1% 《417;。 每 个 地 理 
种 群 随机 抽取 40 头 进 行 检测 ,其 中 佳木斯 种 群 感染 
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图 2 我 国 朱砂 叶 螨 4 个 地 理 种 群 感染 的 Wolbachia 的 wsp 基因 序列 比较 


Fig. 2 Comparison between the wsp gene sequences of Wolbachia in 4 geographical populations 


of Tetranychus cinnabarinus in China 


* "FRIRIET SEXE the same alkali base; - ”缺失 的 碱 基 The absent alkali base. 
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率 最 高 (40% » 16/40), 镇 江 和 慈溪 种 群 感染 率 最 低 
(1596. 6/402. WH Wolbachia 的 感染 在 地 理 种 群 内 
的 分 布 频率 是 不 同 的 。 而 在 威 县 .滨州 和 赤壁 种 群 
内 没有 发 现 Wolbachia 的 感染 ,说 明 Wolbachia 在 我 
国 不 同 地 理 种 群 间 的 分 布 是 不 均匀 的 。 这 些 不 同 可 
与 不 同 地 区 的 地 形 、 气 候 ` 寄主 条 件 及 Wolbachia 
的 传播 效率 等 因素 有 关 。 
在 感染 Wolbachia 的 4 个 地 理 种 群 中 , 与 佳木斯 
种 群 的 Wolbachia 的 wsp 基因 序列 相 比 , 其 他 3 个 地 
理 种 群 朱砂 叶 螨 体内 Wolbachia 的 wsp 基因 序列 有 
如 下 的 一 些 变 化 : 安庆 种 群 有 6 处 的 碱 基 发 生 了 变 
化 ,镇 江 种 群 有 4 处 的 碱 基 发 生 了 变化 , ARRA 
1 处 的 碱 基 发 生 了 变化 。 除 此 以 外 ,4 个 地 理 种 群 中 
测 得 的 Wolbachia 的 wsp 基因 序列 所 有 样本 间 完 全 





一 致 。 这 说 明 我 国 不同 地 理 种 群 朱 砂 叶 螨 体 内 
Wolbachia 的 wsp 基因 序列 差异 并 不 大 ,但 这 些 差异 
又 导致 了 不 同 地 理 种 群 朱 砂 叶 螨 体 内 的 Wolbachia 
之 间 亲 缘 关 系 的 不 同 。 我 们 对 我 国 朱砂 叶 螨 体 内 感 
染 的 Wolbachia 的 wsp 基因 序列 与 已 知 的 叶 旺 科 其 
他 叶 螨 感染 的 Wolbachia 的 wsp 基因 序列 建立 系统 
发 育 树 ,从 中 发 现 镇 江 与 慈溪 种 群 感染 的 Wolbachia 
亲缘 关系 最 近 , 佳木斯 和 安庆 种 群 感染 的 Wolbachia 
亲缘 关系 最 近 。 因 此 各 不 同 地 理 种 群 朱砂 叶 螨 感染 
的 Wolbachia 之 间 的 亲缘 关系 不 同 , 可 能 是 由 于 长 期 
在 不 同 地 理 位 置 生活 ,长 期 处 于 不 同 环境 和 气候 等 
条 件 下 , 数 代 之 间 没 有 基因 交流 的 原因 。 

镇 江 与 慈溪 种 群 感染 的 Wolbachia 亲缘 关系 都 
接近 于 AJ437288《 Tetranychus urticae, 采集 于 法 国 )， 
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图 3 我 国 4 个 地 理 种 群 朱 砂 叶 螨 与 已 报道 的 其 他 叶 旺 Wolbacjhia 的 wsp 基因 序列 的 系统 发 育 树 
Fig. 3 The phylogenetic tree of the wsp gene sequences of Wolbachia in four geographical populations 


of Tetranychus cinnabarinus in China and other Tetranychus spider mites 
AYS85710: 镇 江 种 群 Zhenjiang population; AY585711: 24%% PPET Cixi population; AY585708: 佳木斯 种 群 Jiamusi 
population: AY585707: 安庆 种 群 Anging population: AB096218 ~ AB096238、AF404766 和 AJ437288 为 叶 螨 科 其 他 叶 
螨 Wolbachia 的 wsp 基因 序列 在 GenBank 中 的 登录 号 AB096218 — AB096238, AF404766 and AJ437288 are GenBank 
accession numbers of the wsp gene sequences of Wolbachia strains from other spider mites. 所 有 株 系 Wolbachia 属于 了 大 
组 Al strains of Wolbachia belong to the B supergroup. 以 AF020070 CAE 1E Wolbachia 的 wsp 基因 序列 在 GenBank 中 的 
登录 号 ) 为 外 群 AF020070 (the wsp gene sequence of Wolbachia strain from Drosophila simulans) was chosen as outgroup. 


安庆 和 佳木斯 种 群 与 AF404766C Tetranychus urticae» 
采集 于 澳大利亚 ) 感 染 的 Wolbachia RAR RRE. 
这 表明 我 国 朱 砂 叶 螨 与 国外 二 斑 叶 螨 种 群 所 感染 的 
Wolbachia 的 亲缘 关系 不 一 定 很 远 , 有 可 能 是 同一 个 
ZH CB 大 组 的 Ori 组 7 的 Wolbachia» 而 且 同 源 性 可 能 
较 高 。 

通过 对 我 国 朱砂 叶 螨 体内 感染 的 Wolbachia 的 
wsp 基因 进行 系统 发 育 分 析 , 得 出 它们 全 部 与 B 大 
组 的 Ori 组 的 许多 株 Wolbachia 十 分 相近 或 完全 相 
同 ,提示 它们 可 能 是 相近 或 相同 的 株 。 虽 然 不 同 地 
理 种 群 的 朱砂 叶 螨 在 地 理 位 置 上 有 很 大 的 差异 ,但 
它们 所 感染 的 Wolbachia 同属 于 一 个 On 组 。 以 上 


这 些 表 明 同 一 个 种 的 叶 螨 可 能 会 拥有 同一 组 的 
Wolbachia $R o 
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